Transgénesis en animales de granja by Marqués, Margarita M. et al.
BIOTECNOLOGÍA ANIMAL
Transgénesis en animales de granja
MargaritaM.Marqués,MartaF.Baro, SilviaNicolás,YolandaBayón
Instituto de Desarrollo Ganadero y Sanidad Animal y Dpto. de Producción
Animal, FacultaddeVeterinaria,CampusdeVegazana s/n,24071León.
La transgénesis en animales de granja ha experimentado una importante
evolución desde sus inicios en la década de los años 80. La eficiencia de las
técnicas ha aumentado considerablemente y, a las primeras experiencias
llevadas a cabo mediante microinyección pronuclear en el cigoto, le han seguido
otras metodologías como la transferencia nuclear de células somáticas, que ha
tenido particular importancia en estas especies domésticas. Además, en los
últimos años, se han desarrollado herramientas de edición del genoma que
permitenunaalta especificidaden lamodificacióngenética.Entre lasnumerosas
aplicaciones de los animales transgénicos, se encuentra la producción de
proteínas de uso terapéutico humano. También, cabe destacar las
investigaciones con objeto de generar animalesmodificados genéticamente para
ser utilizados como modelos de enfermedades humanas, o bien destinados a
proporcionar órganos para xenotrasplante. Además, en el ámbito estricto de la
Producción Animal se está explorando la utilización de la transgénesis para
incrementar la resistencia de los animales a enfermedades o mejorar la cantidad
y calidadde susproductos.
Biotecnología, metodologías, modificación genética, animales domésticos,
aplicaciones
LaBiotecnologíaAnimal agrupaunconjuntode tecnologías que aplican la
potencialidad de las células y organismos animales, mediante su modificación
selectiva y programada, a la obtención de productos, bienes y servicios. Uno de
los aspectos centrales de esta disciplina está constituido por las técnicas de
transgénesis. En sentido amplio, el término transgénesis hace referencia a los
procedimientos que permiten alterar el genoma, de forma permanente,
mediante adición,deleciónomodificacióndegenes específicos.
Los primeros animales transgénicos se generaron en el año 1980, cuando
Jon Gordon y colaboradores demostraron que un DNA exógeno podía ser
introducido en el genoma del ratón mediante la microinyección directa de una
solucióndeDNAenel cigoto (Gordonet al., 1980). Posteriormente, estos autores
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probaron que el DNA introducido se transmitía a la descendencia y, un año más
tarde, Palmiter et al. (1982) conseguían modificar el fenotipo de los animales,
expresando el gen de la hormona del crecimiento y obteniendo ratones con tasas
de crecimiento muy superiores a las normales. Estas publicaciones no sólo
atrajeron gran interés internacional, sino que motivaron el inicio de
investigaciones similares en especies de interés ganadero. De este modo, en
1985, se publicaba el primer trabajo sobre conejos, ovejas y cerdos transgénicos,
que tenían insertado en su genoma el gen humano de la hormona de crecimiento
(Hammeret al., 1985).
Un animal transgénico presenta una modificación genética heredable.
Para conseguir este objetivo, el transgén debe ser transferido al embrión, de
forma directa (microinyección), o a través de los gametos. Es lo que
denominaremos transgénesis en embriones.Demodo alternativo, elDNApuede
ser introducido en células somáticas en cultivo que, posteriormente,
contribuiránaldesarrollodelnuevoanimal.
La primera técnica utilizada para la generación de animales transgénicos
(microinyección pronuclear, ) implica la inyección directa del transgén en
unode los pronúcleos del cigoto que, seguidamente, es transferido a unahembra
receptora “pseudogestante”. Una de sus principales limitaciones es la baja
eficiencia, que desciende por debajo del 5%
cuandose tratadeanimalesdegranja.
Microinyección pronuclear.
Imagen cortesía del Dr. Johannes
Wilbertz (Instituto Karolinska, Suecia) a
través de la
(ISTT).
Por este motivo, se acogió con gran interés la utilización de nuevas
herramientas para la transferencia génica en embriones, como el empleo de
genomas virales modificados, convertidos en vectores portadores del transgén.
Entre estos vectores destacan los lentivirus, que pueden inyectarse en el espacio
perivitelino del cigoto, o bien en el oocito para después realizar fecundación
. Con este tipo de vectores se han generado, entre otros, cerdos, pollos y
vacas transgénicos conelevadaeficiencia (Park, 2007).
Existen otras alternativas para la transgénesis en embriones en animales
de granja, como son la transferencia génica mediada por espermatozoides
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combinada con la inyección intracitoplasmática del esperma (SMGT-ICSI) o la
utilizaciónde transposones (Ivics et al., 2014).
Los transposones ( , etc.) son secuencias de
DNA capaces de moverse a lo largo del genoma, característica que se aprovecha
para utilizarlos como vectores, preparando construcciones “transposón +
transgén”, que semicroinyectan en los embriones, al tiempoque se suministra la
transposasa ( ).
Transgénesis mediada por transposones. Esquema de
la inyecciónde la construcción “transposón+transgén” y del vector
de expresión para la transposasa en el cigoto (izda.). Cerdo
transgénico que expresa la proteína fluorescente , generado
conel transposón (dcha.) (Ivics et al., 2014).
Losprocedimientosdescritospresentan las siguientes limitaciones:
No es posible generar animales en los que se ha inactivado un gen de forma
específica ( oKO): elDNAsólopuede ser añadido.
Noexiste control sobre el númerode copiasque se integranni sobre el lugarde
integración del transgén, por lo que no hay garantía de que el animal
transgénico fundador y su descendencia expresen unos niveles adecuados del
gen. Además, las integraciones múltiples al azar tienen la desventaja de
incrementar la probabilidad de efectos secundarios no deseados, causados
por la activacióndeoncogenesopormutagénesis insercional.
Pueden originarse animalesmosaico si el transgén no se incorpora durante la
primera división celular. Este fenómeno es más frecuente en animales de
granja.
Estas limitaciones impulsaron el desarrollo de tecnologías basadas en la
utilizacióndecélulaspara la generacióndeanimales transgénicos.
Coincidiendo con el desarrollo de la tecnología de microinyección
pronuclear, Evans y Kaufman (1981) establecieron el cultivo de células troncales
o células madre embrionarias (células , ES), a partir de la masa celular
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interna de blastocistos murinos. Las características únicas de estas células
(capacidad de auto-renovación y pluripotencialidad), junto con la posibilidad de
manipular su genoma de manera específica utilizando el mecanismo de
recombinación homóloga o , han revolucionado el estudio de la
función génica (Capecchi, 2005), dando lugar, a lo largo de los últimos 25 años, a
la aparicióndemultituddemodelos animalesmurinos.
Sin embargo, en animales de granja, los numerosos intentos de derivar
células ES han resultado infructuosos y, aunque algunos autores han descrito la
generación de animales quiméricos a partir de células con características “
”, en ningún caso se ha observado la contribución de estas células a la línea
germinal. En los últimos años, los intereses han estado dirigidos a la derivación
de células pluripotentes inducibles (iPS), que ya es una realidad en todas las
especies ganaderas, aunque todavía no se ha confirmado el beneficio de la
utilizacióndeestas células en transgénesis.
Al no disponer de células ES, el desarrollo de la tecnología de
transferencia nuclear a partir de células somáticas en cultivo -SCNT- (Campbell
et al., 1996), abrió nuevas posibilidades para la transgénesis en animales de
granja, además de poner de manifiesto el potencial de la reprogramación
nuclear. Esta técnica implica la reconstrucción de un embrión, mediante
transferencia del núcleo de una célula donante a un oocito receptor en el que el
material genético nuclear ha sido eliminado. El cigoto generado es activado para
que se inicie el desarrollo embrionario y, tras ser cultivado o , es
transferido a una hembra receptora sincronizada hormonalmente, encargada de
llevar la gestacióna término.
De este modo, desde el nacimiento en 1997 de ( ), clonada a
partir de una célula de glándula mamaria de una oveja adulta (Wilmut et al.,
1997), la tecnología SCNTha permitido la clonación no sólo en todas las especies
de animales domésticos, sino también en otras como hurones o camellos. La
eficiencia global de la técnica varía mucho entre
especies (por ejemplo, es del 8-10% en oveja),
existiendo numerosos factores críticos, como la
maduración de los oocitos , el método de
enucleación, el procedimiento de activación, el
tipo celular reprogramado, el estado epigenético
del núcleo donante o la problemática asociada a la
gestación.
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Figura 3. Oveja , primer mamífero
clonado a partir de una célula adulta, junto con
su primer cordero, . Imagen cortesía del
InstitutoRoslin (Edimburgo,ReinoUnido).
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Comosehamencionado, la SCNTabrió unanueva ruta para la generación
de animales de granja transgénicos, ya que las células donantes del núcleo
podían ser modificadas genéticamente antes de ser utilizadas en transferencia
nuclear ( ). La prueba de esta hipótesis vino dada por la generación de
ovejas transgénicas a partir de fibroblastos fetales que expresaban el factor de
coagulación IXhumano (Schniekeet al., 1997).
Esquema de la obtención de animales transgénicos
clonados mediante la técnica SCNT (adaptado de Rogers et al.,
2008).
La transgénesis en células somáticas vía SCNT presenta importantes
ventajas, entre lasque se incluyen las siguientes:
La estructura y la expresión del transgén en las células donantes del núcleo
pueden ser analizadas por técnicas moleculares antes de realizar la
transferencia nuclear.De estamanera, se asegura que el 100%de los animales
producidos son transgénicos, y que cada célula del animal clonado contiene el
transgén, evitando el mosaicismo, y asegurando la transmisión a la línea
germinal.
Se pueden realizar modificaciones genéticas precisas mediante
en las célulasquevana serutilizadas enSCNT.
Se pueden llevar a cabo modificaciones genéticas secuenciales, realizando
SCNT con las células modificadas y aislando nuevos fibroblastos fetales
susceptiblesdemodificación.
Sepuedepredeterminar el sexodel animal clonado,utilizandocomodonantes
de núcleo células procedentes de un macho o de una hembra y, además, el
transgénpuede introducirse encélulas conunadotacióngenéticade interés.
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 Se pueden generar rebaños de animales transgénicos (clonados) sin
necesidad de recurrir a la cría convencional, a partir de un animal fundador,
conel consiguiente ahorroen tiempoydinero.
En los últimos años, el campo de la transgénesis ha experimentado una
auténtica revolución a consecuencia de la aparición de las herramientas de
edición del genoma. Estas herramientas comprenden las ZFNs (
), TALENs ( ) y, más
recientemente, el sistema CRISPR/Cas9
Cas9) (Gaj et al., 2013).
Las nucleasas ZFNs y TALENs presentan un dominio de unión al DNA
(del tipo dedos de zinc en el caso de las ZFN, o bien, del tipo efector TAL en
TALENs) que debe ser diseñado para reconocer secuencias específicas del gen a
modificar, mientras que con el sistema CRIPSR/Cas9, la unión de la nucleasa
Cas9 a la secuencia diana está dirigida por un RNA guía complementario. En
todos los casos se genera un corte de la doble cadena de DNA en la secuencia de
interés que, al ser reparado por la maquinaria de la célula, da lugar a la
modificación genética deseada, ya sea mediante unión no homóloga
(produciéndose deleciones), o por recombinación homóloga ( ).
Estas herramientas pueden utilizarse tanto en la transgénesis en embriones
como en células somáticas en combinación con transferencia nuclear ( ), y
están permitiendo la generación eficiente de animales de granja con
modificacionesprecisas (Lilico et al., 2013;Ni et al., 2014).
Técnicas de en la generación de
animales de granja transgénicos (modificado de Hauschild-
Quinternet al., 2013).
Edición del genoma
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Principalesaplicacionesde la transgénesisenanimales
Estudiode la funcióngénica
Los animales transgénicos son una herramienta muy útil para investigar
en qué tipos celulares y en qué momento del desarrollo se expresan diferentes
genes. Así mismo, la inactivación de genes en ratones ha permitido
estudiar la funcióndedichos genes en el organismo.De igual forma, los animales
modificados genéticamente pueden ser utilizados para obtener modelos de
enfermedades humanas, en los que poder analizar, de forma más directa y
efectiva, los mecanismos moleculares de la enfermedad y el efecto de nuevas
terapias.
El ratón es un buen modelo animal puesto que el 99% de los genes
humanos tiene homología con losmurinos, y la organización de ambos genomas
está altamente relacionada. Sin embargo, la anatomía, fisiología y ciclo de vida
del ratón difieren significativamente de los humanos, por lo que los modelos
murinos no siempre reproducen el fenotipo de la enfermedad humana. Como
ejemplo, se puede citar la fibrosis quística, enfermedadautosómica recesivapara
la que no existe un tratamiento curativo. En este caso, a pesar de existir diversos
modelos en ratón con mutaciones precisas en el gen , responsable de la
fibrosis quística, en ningunode ellos se observa la formapulmonar o pancreática
de la enfermedad, responsable de la elevada mortalidad en la especia humana.
Por este motivo, se ha impulsado el desarrollo de modelos de la enfermedad en
otras especies animales, comooveja, cerdoohurón.
Las enfermedades neurodegenerativas son también objeto de gran
interés. Por ejemplo, Jacobsen et al. (2010) han generado un modelo de la
enfermedad de Hungtington en oveja con el que se espera poder profundizar en
el estudio de esta enfermedad. Otro modelo, en el que hay puestas muchas
expectativas en relación con el desarrollo de nuevas terapias, es el establecido en
cerdosminiaturapara la enfermedaddeAlzheimer yqueestá comercializadopor
la empresa .
Un campo de investigación en el que también se están empleando
animales transgénicos como modelo es el de las enfermedades metabólicas. De
este modo, se han utilizado cerdos y conejos transgénicos para el estudio de la
arterioesclerosis (Al-Mashhadi et al., 2013) y otros desórdenes del metabolismo
lipídico. También se ha generado unmodelo para el estudio de la homeostasis de
la glucosa y la secreción de insulina: se trata de cerdos transgénicos en los que se
ha alterado la función de la incretina GIP (polipéptido inhibidor gástrico)
(Renner et al., 2010). Recientemente, se ha publicado la obtención de cerdos
miniaturamodificados genéticamente para el estudio de trastornos de los ritmos
circadianos (Liuet al., 2013).
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CFTR
PixieGene
40 FACULTADDECIENCIAS BIOLÓGICASYAMBIENTALES. UNIVERSIDADDE LEÓN
Obtencióndeproductosdealto valor añadido
A diferencia de lo que ocurre en ratones, las particulares características
productivas de los animales de granja, implican que la inversión a realizar para
generar un animal transgénico debe tener como contrapartida un elevado
beneficio. Por esta razón, la obtención de proteínas recombinantes de interés
farmacéutico ha sido la principal aplicación de los animales de granja
transgénicos. Los costes de producción de biomoléculas en bacterias no son
elevados, pero las proteínas que requieren modificaciones post-traduccionales
(glicosilaciones, principalmente) deben ser sintetizadas en sistemas celulares de
mamíferos para obtener biomoléculas activas. Sin embargo, estos sistemas son
extremadamente caros, lo que despertó, desde el primermomento, el interés por
utilizar los animales de granja transgénicos como “biorreactores”, ya que se
estima que, aplicando el concepto de , los costes de producción
podrían reducirse a laoctavaparte (Dycket al., 2003).
Entre las numerosas proteínas humanas expresadas en la glándula
mamaria de animales de granja transgénicos se pueden citar desde la -
antitripsina en oveja (primer ejemplo en 1991), a la albúmina sérica humana en
vacas (Moghaddassi et al., 2014), entre otros. En la actualidad, dos
medicamentos producidos en la leche de animales transgénicos cuentan ya con
autorización para su comercialización: ATryn (obtenido en cabras transgé-
nicas, y utilizado para el tratamiento de tromboembolias en pacientes con
deficiencia hereditaria de antitrombina) ( ) y Ruconest (producido en
conejos transgénicos, y que se emplea para el tratamiento del angioedema
hereditario).
Cabras transgénicas
c l onada s en 1998 , que
p roduc en an t i t r omb ina
humana en la leche (foto
tomadadeBlashet al., 2012).
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Además de en la leche, las proteínas recombinantes pueden ser
producidas en una gran variedad de fluidos biológicos tales como la sangre,
orina, saliva, fluido seminal o el suero. El otro método de producción a gran
escala es el huevo. Los avances en transgénesis aviar, derivados del empleo de
vectores lentivirales, han permitido la obtención de aves transgénicas que
sintetizan enel oviductoproteínasde interés farmacéutico, comoel interferón-β,
que se incorporana la claradelhuevo (Kwonet al., 2010).
Al hablar de transgénesis y productos de alto valor añadido, no se puede
olvidar la modificación genética de animales de granja con el fin de obtener una
fuente alternativa de órganos que puedan utilizarse en trasplantes humanos
(xenotrasplantes). La investigación se ha centrado, principalmente, en el cerdo,
ya que su anatomía y fisiología es compatible con la humana, y presenta ciclos
reproductivos cortos y camadasnumerosas.Losmayoresobstáculospara el éxito
de los xenotrasplantes son de tipo inmunológico: la reacción hiperaguda de
rechazo (HAR), minutos después del trasplante, y el rechazo vascular agudo
(AVR), en los días siguientes. La HAR es desencadenada por la presencia del
disacárido galactosa- íntesis de este epitopo en la superficie
celular está catalizada por la enzima á
presente en todos los mamíferos y monos del nuevo mundo, y ausente en la
especie humana y monos del viejo mundo. Por este motivo, se han realizado
numerosos estudios para conseguir la inactivación de este gen, obteniéndose
animales en los que los dos alelos están inactivados ( ). Sin embargo, y
aunque bioprótesis derivadas de estos animales estén dando resultados
satisfactorios, todavía existen problemas inmunológicos por resolver para poder
trasplantar experimentalmente órganos de los cerdos GalT-KO (Bottino et al.,
2014). En combinación con las investigaciones descritas, se están abordando
estrategiaspara controlar elAVR.
. Primer cerdito heterocigótico (izda.) y cerdos
homocigóticos (dcha.)
).
α (1,3) galactosa. La s
α (1,3) galactosil transferasa, la cual est
α 1,3 gal-KO (Lai et al., 2002 y
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Mejorade laproducciónanimal
El primer carácter que fue manipulado en animales de granja
transgénicos fue la producción cárnica, mediante transferencia del gen de la
hormona del crecimiento -GH-, con la intención de producir cerdos con mejores
índices de crecimiento y con una canal más magra. Estos incrementos fueron
modestos si se considera los obtenidos en acuicultura transgénica, uno de cuyos
productos, el salmón ® ( ), se encuentra en espera para su
comercialización. Durante los últimos años, el interés se ha centrado en obtener
canales de composición más “cardiosaludable” para el consumidor (Tang et al.,
2014), mediante la expresión de desaturasas de ácidos grasos procedentes de
espinacasodenematodos.
Salmón ® comparado con un ejemplar
no transgénicode sumismaedad ( ).
Sin duda, la aplicación de mayor relevancia ha sido la manipulación de la
composición de la leche, con el fin de mejorar sus propiedades nutricionales o
tecnológicas. Uno de los objetivos ha sido la obtención de leche hipoalergénica,
con bajo contenido en lactosa o en -lactoglobulina. Con el fin de incrementar el
rendimiento quesero, también se han obtenido vacas transgénicas que
sobreexpresan en la leche copias adicionales de las proteínas lácteas
ína, originando un incremento del 13% en el contenido proteico de la leche
(Laible yWells, 2006).
“Humanizar” la leche bovina o caprina también puede suponer beneficios
importantes para la salud humana. Un ejemplo es la expresión de lactoferrina
humana (hLF) en la leche de vaca (Yang et al., 2008). Se ha demostrado que esta
proteína tiene propiedades antibacterianas, antivirales e inmunomoduladoras
entre otras y, por consiguiente, existe una demanda creciente para su utilización
como nutraceútico. Otro ejemplo, en el que se tienen puestas grandes
expectativas, es la producción de lisozima humana en la leche de cabras
transgénicas, leche que podría utilizarse para paliar las diarreas infantiles en los
AquAdvantage
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países en vías de desarrollo, debido a las propiedades antibacterianas de esta
proteína.Magay colaboradoresdesarrollaronunaestirpede cabras transgénicas
que producen niveles adecuados de lisozima en la leche y, posteriormente, han
demostrado que su administración a lechones tiene un efecto beneficioso frente
a lasdiarreasproducidaspor (Cooper et al., 2013).
La generación de animales resistentes a enfermedades es otra de las áreas
de aplicacióndegran interés enProducciónAnimal, tantopor el beneficio para la
Sanidad y Bienestar Animal, como por su impacto económico sobre la
producción, o sus repercusiones sobre la salud humana y sobre el medio
ambiente (reducción del uso de antibióticos). Entre las estrategias que se han
abordado se encuentran tanto la introducción de genes que incrementan la
resistencia a enfermedades o la inmunidad innata, como la inactivaciónde genes
asociados a susceptibilidad a enfermedades. Por ejemplo, la generación de
ovejas, cabras y vacas en las que seha inactivadoo silenciado el gende la proteína
priónicaPRNPhaabierto lapuertapara la creacióndeanimalesno susceptibles a
las encefalopatías espongiformes. Además, en vacas transgénicas se ha
demostrado la eficacia de la expresión de genes de proteínas anti-bacterianas en
la glándula mamaria, como la lisostafina
( ), efectiva frente a mastitis causadas
por (Wall et al., 2005).
Vaca transgénica que
produce lisostafina en la leche (Wall et
al., 2005).
Otro modelo de interés, por su repercusión medioambiental, es el
™ (Golovan et al., 2001). Se trata de cerdos tránsgenicos que expresan
una fitasa bacteriana en la glándula salivar, lo que les permite metabolizar los
fitatos del pienso. Estos animales utilizan eficientemente el fósforo de la dieta, lo
que se traduce en mejores índices de crecimiento y en purines menos
contaminantes, ya que excretanhasta un 75%menos de fosfato. Esto supone una
E. coli
S. aureus
EnviroPig
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reducción significativa de la contaminación procedente de la industria porcina y
su impactomedioambiental
Finalmente, aunque sin implicar transgénesis, el uso de la tecnología
SCNT puede permitir la clonación de individuos élite con el fin de utilizarlos
como sementales, así como la clonación de genotipos de interés o de animales
con valor sentimental. La transferencia nuclear también puede ser una
herramienta que ayude a la conservación de razas o especies, como ha
demostrado la clonación del único ejemplar existente de la raza
en Nueva Zelanda, o los intentos de clonación del toro salvaje asiático “gaur”
( ) odel bucardo, subespecie extintade cabrapirenaica.
Comosehaexpuesto, la capacidaddemodificar el genomade los animales
de manera precisa es fundamental para el desarrollo de una gran variedad de
aplicaciones en Biomedicina y en Producción Animal. Aunque las tecnologías
para la obtenciónde animales de granja transgénicoshan idoperfeccionándose a
través de los años, el control espacio-temporal preciso de la expresión de
transgenes continúa siendo un aspecto a mejorar. Por otro lado, la aplicación de
la tecnología de gene targeting para la generación de animales transgénicos no
está exenta de dificultades, debidas principalmente a la senescencia replicativa
de las células somáticas y la menor frecuencia de recombinación homóloga en
estas células, en comparación con las células ES. Para contrarrestar estas
limitaciones, las líneas de iPS obtenidas en las especies ganaderas constituyen
una opción prometedora, y las nuevas técnicas de edición del genoma, que están
dando ya sus frutos en estos animales, se perfilan como las herramientas de
elección en el ámbito de la transgénesis animal; tanto es así que la revista
las ha considerado, recientemente, como una de las metodologías más
relevantesde laúltimadécada.
Es previsible que la revolución genómica observada desde la
secuenciación del genoma humano, en combinación con el uso de estas
metodologías (sobre todo del sistema CRISPR/Cas9), permitirá generar en los
próximos años nuevos modelos de gran relevancia en animales de granja, así
como conseguir avances biomédicos relacionados con lo que algunos autores ya
denominan la .
Enderby Island
Bos gaurus
Nature
Methods
microcirugíade losgenes
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